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論文内容の要旨
繊毛性ゴナドトロビン (hCG) は、妊娠の成立・維持に重要なホルモンで、その産生・分泌は、種々の生理活性
物質により制御されている O 妊娠初期以降、胎盤における hCG の産生は低下するが、そのメカニズムは不明である。
一方、この時期はプロゲステロンの主な産生部位が黄体から胎盤に移行する時期と一致するo これまでに、プロゲス
テロンが胎盤における hCG の産生を抑制することが報告されている。そこで、プロゲステロンによる hCGα遺伝子
転写活性抑制機構を分子生物学的に解析することにより、妊娠中の hCG 産生調節機構の一端を明らかとするo
【方法】
ラット繊毛癌細胞株 Rcho-l に、 5' 上流域290bp を含む hCGαpromoter-CAT reporter construct (ー290hαCAT)
を安定導入する。得られた細胞にプロゲステロンを添加し、 CAT 活性を測定することにより、 hCGα 転写活性を測
定する。次に、プロゲステロンとともに protein kinase A (PKA) 経路を活性化する forskolin を添加し hCGα 転
写活性上昇の有無を検討する。また、 hCGα プロモーター上のプロゲステロン応答領域を同定するために、 cyclicreｭ
sponse element (CRE) のみをつないだ thymidine kinase promoter-CAT reporter construct (CRE-CRE-tkｭ
CAT) および CRE に mutation を入れた hCGαpromoter-CAT reporter construct (ー290hα(mCRE) CAT) を
作製し、プロゲステロン及び forskolin を添加し CAT 活性を測定する。次に、プロゲステロン及び forskolin 添加
後、細胞内 cAMP 濃度を測定する。さらにプロゲステロンの CRE-binding protein (CREB) のリン酸化に対する
効果ならびに PKA catalytic unit 及び regulatory unit タンパクの発現に及ぼす影響をウエスタン・プロット法に
て検討する。最後に、細胞質及び核分画における PKA 活性を測定し、プロゲステロンの PKA 活性に及ぼす効果を
検討する。
【成績】
ー290hαCAT を安定導入した Rcho-l 細胞において、分化に伴う hCGα 転写活性の上昇が観察されるが、プロゲス
テロンはこの上昇を完全に抑制した。この抑制作用は、濃度依存的であり 5ng/ml で最大であった。 5ng/ml のプロ
ゲステロンは、細胞数に影響を与えなかった。また、プロゲステロン・レセプターの特異的アゴニストである R5020
においてもプロゲステロンと同等の hCGα 転写活性の抑制が認められた。 Forskolin の添加により hCGα 転写活性
の上昇が観察されるが、プロゲステロンはこの上昇も抑制した。 CRE-CRE四tk-CAT においても同様にプロゲステロ
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ンは、 forskolin による転写活性の上昇を抑制したが、 -290hα(mCRE) CAT においては、 forskolin による転写活
性の上昇も、プロゲステロンによる転写活性の抑制も観察されなかった。また、プロゲステロンは、 forskolin によ
る細胞内 cAMP の上昇に影響を与えなかった。 Forskolin により、 CREB のリン酸化が起こるが、プロゲステロン
は、この CREB のリン酸化を抑制した。一方、プロゲステロンは、 PKA catalytic subunit 及び regulatory
subunit タンパクの発現量に影響を与えなかった。 Forskolin により、細胞質及び核分画における PKA 活性の上昇
が観察されたが、プロゲステロンは、核分画における PKA 活性の上昇のみを抑制した。
【総括】
プロゲステロンは、繊毛細胞の核内 PKA 活性の上昇を抑制することにより、 hCGα 遺伝子プロモーター上の
CRE に結合する CREB のリン酸化を抑制し、 hCGα遺伝子の転写を抑制することが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
妊娠の成立・維持に重要な役割を果しているヒト繊毛性ゴナドトロビン (hCG) は、妊娠初期に急速に産生量が
増加するが、妊娠中期以降、その産生量は減少する。この産生低下に関与する調節因子のーっとしてプロゲステロン
があげられるが、プロゲステロンによる hCG 産生抑制のメカニズムを分子生物学的に解析した報告はこれまでにな
L 、。本論文では、ラット繊毛癌細胞株 Rcho・1 細胞を用いて hCGα 遺伝子の転写活性抑制メカニズムをはじめて明
らかにした。まず、 hCGα プロモーター・ CAT リポーター遺伝子を Rcho-l 細胞に安定導入した細胞を樹立し、そ
の細胞を用いてプロゲステロンによる hCGα プロモーター活性の抑制を示した。続いて、 hCGα プロモーター活性
化に関わる細胞内情報伝達経路として最も重要であると考えられている protein kinase A (PKA) 経路に注目し、
プロゲステロンによる PKA 経路抑制のメカニズムの詳細を明らかにした。すなわち、プロゲステロンは、 PKA
catalytic subunit の核内移行を抑制することにより、核内 PKA の活性化を抑制する o その結果 hCGα プロモーター
上の cAMP response element (CRE) に結合する CRE-binding protein (CREB) のリン酸化が抑制されることに
より hCGα遺伝子転写活性が抑制されることを明らかにした。実験方法は論理的であり、かっデータは一貫性のあ
るもので、プロゲステロンによる hCG 産生抑制メカニズ、ムを理解する上で貴重な情報を提供するものである o これ
らの知見は、妊娠中期以降の hCG 産生抑制機構の解明につながるもので、 hCG が妊娠の成立・維持に果す役割を考
えると、本論文のデータは妊娠の成立・維持機構の解明の一助となることが期待されるo よって、本論文は学位の授
与に値すると考えられる o
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